
РОССИЙСКИЙ ФИЗИОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ им. И.М. СЕЧЕНОВА 2020, том 106, 
№ 8, с. 964–973

АКТИВНОСТЬ ФАКТОРА ВИЛЛЕБРАНДА У КРЫС
ПОСЛЕ КРАТКОВРЕМЕННОЙ ИШЕМИИ ГОЛОВНОГО МОЗГА

© 2020 г.   В. Н. Шуваева1, *, О. П. Горшкова1

1Институт физиологии им. И.П. Павлова РАН, Санкт-Петербург, Россия
*E-mail: shuvaevavn@infran.ru

Поступила в редакцию 20.12.2019 г.
После доработки 23.03.2020 г.

Принята к публикации 30.05.2020 г.

Одним из ведущих факторов риска повторных нарушений мозгового кровообра-
щения после перенесенной ишемии головного мозга является дисфункция сосуди-
стого эндотелия. Фактор Виллебранда (vWF) – общепризнанный маркер эндотели-
альной дисфункции, связанной с дисбалансом выработки эндотелием веществ с
прокоагулянтой активностью. Исследовались активность vWF и показатель ге-
матокрита у крыс Вистар после ишемии головного мозга, вызванной 12-минутной
окклюзией обеих сонных артерий с одновременной гипотензией (45 ± 2 мм рт. ст.).
Постишемические изменения оценивали в 5-ти группах крыс: через 1 ч и на 3-й,
7-й, 14-й и 21-й день после ишемии/реинфузии (И/Р). Контролем служили кры-
сы линии Вистар, перенесшие такое же оперативное вмешательство, но без пере-
жатия сонных артерий и гипотензии. Увеличение активности vWF проявлялось
уже через 1 ч после И/Р. К 3-му дню постишемического периода концентрация
vWF в плазме крови уменьшалась в результате гемодилюции, о чем свидетель-
ствовало снижение гематокрита. Через 7 дней после ишемии отмечено резкое
увеличение активности маркера. В дальнейшем активность vWF снижалась и к
21-му дню после И/Р значения активности маркера достигали значений у кон-
трольных крыс. Полученные данные свидетельствуют о том, что однократная 12-ми-
нутная И/Р головного мозга приводит к развитию сосудистой эндотелиальной
дисфункции, связанной с дисбалансом выработки эндотелием веществ с прокоа-
гулянтой активностью, сохраняющейся на протяжении 14 дней после ишемии.
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дисфункция
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Согласно современным представлениям одной из главных причин острого нару-
шения мозгового кровообращения является атеросклеротическое поражение экстра-
и интракраниальных артерий [1], приводящее к стенозу (оклюзии) магистральных
артерий головы или артерий мозга, тромбозу или эмболии церебральных артерий и
снижению кровоснабжения головного мозга [2], вследствие чего нарушается его
метаболизм, в результате образуется очаг инфаркта. Проблема последствий острых
ишемических нарушений мозгового кровообращения была и остается актуальной.
Большинство работ, посвященных изучению этой проблемы, связаны с исследова-
нием изменений в сосудистой системе головного мозга в момент ишемии и в тече-
ние нескольких часов острого постишемического периода [3, 4]. Но процессы,
происходящие в более поздний постишемический период, изучены недостаточно
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полно, хотя они играют значительную роль в возникновении повторных ишемиче-
ских поражений головного мозга [1].

В связи с этим представляется перспективным исследование особенностей
функционирования мозгового сосудистого русла в течение достаточно длительно-
го периода после перенесенной ишемии для уточнения физиологических механиз-
мов, лежащих в основе повторных ишемических поражений головного мозга.
Большое значение в развитии постишемических цереброваскулярных нарушений
имеет изменение функциональных свойств сосудистой стенки. Сосудистый эндо-
телий участвует в поддержании физиологического состояния сосудистой стенки,
вырабатывая различные биологически активные вещества и проявляя про- и анти-
коагулянтную активность [5, 6]. В нормальном состоянии эндотелий, поддерживая
кровоток, препятствует коагуляции и агрегации клеток крови [7]. Нарушение кро-
воснабжения мозга при ишемии сопровождается развитием эндотелиальной дис-
функции, в основе которой может лежать изменение прокоагулянтной активности
сосудистого эндотелия [5, 8, 9].

В настоящее время одним из общепризнанных маркеров нарушений функции
эндотелия, связанных с увеличением выработки эндотелием веществ с прокоагу-
лянтой активностью, является фактор Виллебранда (vWF) [10–13], при поврежде-
нии эндотелия он секретируется в субэндотелий и плазму крови [14]. Связь повы-
шения концентрации vWF в крови со степенью повреждения сосудистого эндоте-
лия была доказана в модельных экспериментах на крысах при эндотоксинемии и
механическом повреждении эндотелия еще в 1989 г. Reldy и соавт. [15]. При состо-
яниях, сопровождающихся острым или хроническим повреждением эндотелия,
уровень vWF в крови значительно повышается. При этом наибольший вклад в дис-
функцию эндотелия вносит плазменный, синтезируемый эндотелиоцитами vWF, в
отличие от синтезируемого тромбоцитами [4]. Основная часть исследований, свя-
занных с фактором Виллебранда, посвящена изучению механизмов его поврежда-
ющего действия и способов ингибирования последнего и выполнена на модели
фокальной ишемии с использованием окклюзии средней мозговой артерии; при
этом очаг инфаркта остается локальным, а наблюдения выполнены в период, как
правило, не превышающий 24 ч после ишемии/реперфузии [2–4].

Целью настоящей работы было определение активности фактора Виллебранда
как показателя функционального состояния сосудистого эндотелия (эндотелиаль-
ной дисфункции) в отдаленном постишемическом периоде в течение трех недель
после перенесенной крысами кратковременной транзиторной глобальной ишемии
головного мозга, вызванной билатеральной окклюзией сонных артерий на фоне
гипотензии.

Такая модель ишемии, известная в англоязычной литературе как “2-vessel occlu-
sion + hypotention model” [16], адекватна для исследования мозговых нарушений,
реактивности мозговых сосудов и нарушений функции эндотелия, тогда как про-
стое пережатие сонных артерий у крыс не приводит к существенному снижению
кровоснабжения мозга. В этом случае кровоснабжение может осуществляться по
вертебральным и базилярной артериям и многочисленным коллатералям. К тому
же ауторегуляция мозгового кровотока позволяет сохранять относительно неиз-
менной объемную скорость мозгового кровотока при изменении разницы между
системным артериальным и внутричерепным давлением в широких пределах по-
средством изменения тонуса резистивных пиальных микрососудов [17].

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперименты проведены на половозрелых крысах-самцах линии Вистар мас-
сой 250–280 г в соответствии с принципами Базельской декларации, Правилами
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проведения работ с использованием экспериментальных животных, принятых Ев-
ропейской конвенцией 19.07.2014 и требованиями Комиссии по контролю за со-
держанием и использованием лабораторных животных Института физиологии им.
И.П. Павлова РАН. Животные содержались по 6 особей в клетках Т4 на стандартной
лабораторной диете в условиях искусственного освещения с циклом 12 ч свет/12 ч тем-
нота.

Бедренные артерии катетеризировали на обеих лапах для мониторинга артери-
ального давления (АД) и забора/реинфузии крови при воспроизведении ишемии.
Среднее системное АД измеряли с помощью устройства для инвазивного измере-
ния АД у крыс (Россия). У наркотизированных (хлоралгидрат, внутрибрюшинно,
43 мг/100 г массы тела) крыс оно составляло 98.9 ± 2.6 мм рт. ст.

У наркотизированных крыс ишемию воспроизводили посредством 12-минутной
окклюзии обеих сонных артерий с одновременной управляемой гипотензией: АД
снижали и поддерживали строго на уровне 45 ± 2 мм рт.ст. путем забора/реинфу-
зии крови в гепаринизированный шприц [9, 18]. Для минимизации влияния гепа-
рина на кровь использовали его малые дозы: количество гепарина в шприце не
превышало 20 МЕ/100 г массы тела. Этого достаточно для предотвращения коагу-
ляции вблизи катетера [9].

Исследование проводилось на 82 крысах, которые случайным образом были раз-
делены на 11 групп: 5 групп – опыт (n = 32), 5 групп – контроль, ложноопериро-
ванные крысы (n = 30) и 1 группа крыс (интактные) для определения референсных
значений vWF (n = 20). Постишемические изменения активности vWF и показате-
ля гематокрита (Ht) исследовали в следующих отдельных группах крыс: через 1 ч
(n = 6), на 3-й (n = 7), 7-й (n = 6), 14-й (n = 7) и 21-й (n = 6) день после ишемии.
Контролем к каждой группе экспериментальных крыс служили ложнооперирован-
ные крысы (5 групп): по 6 крыс в каждой группе, которые подвергались такому же
операционному вмешательству, как и экспериментальные, но без пережатия сон-
ных артерий и снижения АД. Операции и тесты проводили в одни и те же сроки у
опытных и контрольных крыс параллельно. Для проведения тестов кровь из сонной
артерии животных через канюлю отбирали в пластиковые пробирки с 3.8%-ным рас-
твором цитрата натрия в отношении 9 : 1. Дополнительно в пробирку вносили 0.05 мл
1%-ного раствора протамина сульфата для связывания гепарина. Кровь центрифу-
гировали в течение 15 мин при 1500 g и тотчас отделяли плазму. Показатель Ht
определяли в градуированных капиллярах после центрифугирования крови в тече-
ние 15 мин при 3000 оборотов/мин. Схема эксперимента приведена на рис. 1.

Активность фактора Виллебранда определяли в бедной тромбоцитами цитрат-
ной плазме агглютинационным методом (РЕНАМ, Россия), основанном на спо-
собности vWF вызывать агглютинацию тромбоцитов в присутствии антибиотика
ристомицина. Фиксировали время от момента добавления Виллебранд-реагента
(смесь фиксированных тромбоцитов с ристомицином) к плазме до появления аг-
глютинатов. Согласно рекомендации производителя реагента (РЕНАМ) по калибро-
вочному графику рассчитывали активность vWF. Для построения калибровочного гра-
фика использовали серию разведений плазмы-калибратора с активностью от 50 до
200%, откладывая по логарифмической шкале на оси ординат время образования
агглютинатов в секундах, а по оси абсцисс – активность vWF в %. Референсные
значения для активности vWF были определены у наркотизированных хлоралгид-
ратом (внутрибрюшинно, 43 мг/100 г массы тела) крыс (n = 20) массой 250–280 г, у
которых производился только забор крови. Среднюю активность vWF в каждой
группе крыс рассчитывали, используя ее среднее значение из 3-х измерений у от-
дельных особей.

Для уточнения вопроса о повышении прокоагулянтной активности эндотелия в
ответ на операционное вмешательство дополнительно к vWF определяли уровень
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фибриногена в цитратной плазме коагулометрическим методом по Клаусу (коагу-
лометр CoaDATA 4001, Великобритания) у интактных (n = 5) и у ложноопериро-
ванных крыс (n = 5) через 1 ч после катетеризации бедренных артерий.

Статистический анализ полученных данных проводили с использованием паке-
та статистических программ Microsoft Excel 2003 и программы InStat 3.02 (Graph-
Pad Software Inc., США) с применением парного непараметрического критерия
Манна–Уитни. Данные представляли в виде среднего арифметического значения
и его средней ошибки. Достоверным уровнем отличий считали вероятность не ме-
нее 95% (р < 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Определенные нами референсные значения активности vWF для интактных (не
подвергнутых операционному вмешательству) крыс составили 55–130%. Через 1 ч
после ишемии активность vWF составила 209.8 ± 4.8% (рис. 2). Эти значения были
достоверно выше (p = 0.0427, U = 0.5000), чем у ложнооперированных крыс через 1 ч
после операции (192.0 ± 9.6%), хотя и сопоставимы. Повышение активности vWF
относительно референсных значений у ложнооперированных и ишемизированных
животных через 1 ч после операционного вмешательства либо ишемического воз-
действия, вероятно, связано с активацией эндотелия в результате повреждения со-
судов при катетеризации, вследствие чего vWF, наряду с другими прокоагулянта-
ми, секретируется в субэндотелий и поступает в плазму крови [14]. Поскольку vWF
участвует в тромбоцитарном и коагуляционном звене гемостаза, в частности
транспортирует фактор VIII к месту повреждения, стабилизирует его и защищает
от инактивации [19, 20], то повышение vWF свидетельствует об активации прокоа-
гулянтной активности эндотелия в ответ на повреждение сосуда [9]. По нашим
данным уровень фибриногена в плазме крови у ложнооперированных крыс через
1 ч после операции составил 1.50 ± 0.07 г/л, а у интактных крыс – 1.08 ± 0.11 г/л
(р = 0.0106, U = 24.0), что указывает на повышенный уровень фибриногена у крыс с
катетеризацией сосудов. Авторы работы [21] также продемонстрировали, что эндо-

Рис. 1. Схема эксперимента.

Fig. 1. The scheme of the experiment.
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васкулярные вмешательства вызывали увеличение уровней vWF и фибриногена в
крови пациентов, что приводило к дисфункции эндотелия и гиперкоагуляции крови.

Ранее мы показали [22], что через 1 ч после ишемии/реинфузии головного мозга
наблюдается увеличение перфузии, связанное с возникновением постишемиче-
ской гиперемии [23, 24]. Гиперемия способствует усилению кровотока и, следова-
тельно, увеличению напряжения сдвига на внутренних стенках сосудов. Напряже-
ние сдвига стимулирует выработку здоровым эндотелием вазодилататоров, прежде
всего оксида азота (NO); при нарушенной функции эндотелия наблюдается дефи-
цит NO, приводящий к изменению свойств сосудистой стенки [7], что может служить
причиной высвобождения vWF и повышения его активности у крыс в первые часы по-
сле ишемии относительно значений у ложнооперированных животных [7, 19].

Через 3 дня после операции у ложнооперированных крыс активность vWF до-
стоверно снижалась примерно на 16% до 162.3 ± 5.1% (p = 0.3030, U = 3.0) по срав-
нению со значениями через 1 ч после ишемии (192.0 ± 9.6%). Изменения, вероят-
но, связаны с относительным дефицитом vWF по сравнению с его массивным вы-
бросом в первые часы после операционного воздействия. В дальнейшем на
протяжении 21 дня у ложнооперированных крыс наблюдалось стойкое и постепен-
ное снижение активности vWF, что может указывать на постепенное уменьшение
степени дисфункции эндотелия у этих животных (рис. 2). У крыс, перенесших
ишемию, через 3 дня после ишемии активность vWF также снижалась почти на

Рис. 2. Активность фактора Виллебранда у крыс. 1 – ишемия, 2 – контроль. Пунктир – область рефе-

ренсных значений (55–130%). *p = 0.0427, U = 0.5, **p = 0.008, U = 1.0, ***p = 0.0001, U = 0.0001, #p =

= 0.0182#, U = 42.0, критерий Манна–Уитни, относительно контроля.

Fig. 2. Activity of von Willebrand factor in rats. 1 – ischemia, 2 – control. The dotted line is the range of refer-

ence values (55–130%).*p = 0.0427, U = 0.5, ** p = 0.008, U = 1.0, ***p = 0.0001, U=0.0001, #p = 0.0182#,
U = 42.0, Mann–Whitney test, relative to control.
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33% с 209.8 ± 4.8 (через 1 ч после ишемии) до 141.0 ± 3.2% (p < 0.0001, U = 0.0001),
но это снижение было более сильным, чем у ложнооперированных животных (с 209.8 ± 4.8
до 141.0 ± 3.2% и со 192.0 ± 9.6 до 162.3 ± 5.1% соответственно, p = 0.008, U = 1.0),
как показано на рис. 2. Уменьшение активности vWF может быть связано с разбав-
лением крови за счет увеличения проницаемости сосудов для интерстициальной
жидкости, приводящим к снижению концентрация vWF, а, следовательно, и его
активности [5, 19]. Об этом свидетельствует обнаруженное нами у крыс, перенес-
ших ишемию, снижение Ht на 3-й день постишемического периода (с 0.415 ± 0.012
через 1 ч после ишемии до 0.373 ± 0.009, p < 0.05), тогда как у ложнооперированных
крыс в период от 1 ч до 3 дней после операции этот показатель не изменялся
(0.411 ± 0.009 и 0.417 ± 0.012 соответственно) (табл. 1). Причиной уменьшения ко-
личества эритроцитов в плазме может быть поступление в сосуды интерстициаль-
ной жидкости вследствие повреждения эндотелия (ишемия/реинфузия, оксида-
тивный стресс, постишемическое воспаление) и увеличения его проницаемости
[19, 25]. Эндотелиальная гиперпроницаемость возникает вследствие повышенной
полимеризации актинового цитоскелета и, как следствие, образования зазора, вы-
званного разрушением β-катенина и VE-кадгерина в межэндотелиальных соедине-
ниях [26, 27].

На 7-й день постишемического периода активность vWF существенно превышала
значение у ложнооперированных крыс (227.0 ± 3.5 и 160.7 ± 3.2% соответственно,
p = 0.0001, U = 0.0001) и была достоверно выше, чем через 1 ч после ишемии
(227.0 ± 3.5 и 209.8 ± 4.8% соответственно, p = 0.459, U = 37.0) (рис. 2), что может
указывать на повреждение эндотелия. Известно, что увеличение концентрации
vWF в плазме крови может возникать не только при стимуляции эндотелия, но и
при его повреждении [28]. В предыдущих наших исследованиях были получены
данные о том, что через 7 дней после ишемии/реинфузии у крыс в периферической
крови в среднем в 2 раза увеличивается количество десквамированных эндотели-
альных клеток [29]. Следовательно, резкое увеличение активности vWF у крыс, пе-
ренесших ишемию, может свидетельствовать о прогрессирующем нарастании тя-
жести эндотелиальной дисфункции, приводящей к структурному повреждению
эндотелия. Дисфункция эндотелия начинается с дисбаланса синтеза вазодилатато-
ров и констрикторов, прокоагуляционных и антикоагуляционных факторов, про-
и противовоспалительных медиаторов, и если стимуляция эндотелия становится
чрезмерной, например, провоспалительными цитокинами и другими факторами,
то возникают структурные нарушения [7, 30]. Так, авторами работы [31] в экспери-
ментах на мышах были зафиксированы повышенные уровни vWF на модели ге-
моррагического инсульта, а инъекция vWF мышам вызывала повышенную экс-
прессию провоспалительных медиаторов.

Таблица 1. Показатель гематокрита на протяжении 21 дня после кратковременной транзи-
торной ишемии головного мозга у крыс 
Table 1. Hematocrit for 21 days after short-term transient cerebral ischemia in rats

В каждой серии использовано по 6 животных.
* p ≤ 0,05, t-критерий Стьюдента; *** p = 0.0009, U = 2.0, Критерий Манна–Уитни относительно значений
в контроле.
* p ≤ 0.05, t - Student test; *** p = 0.0009, U = 2.0, Mann–Whitney test regarding the values in the control.

Сроки после опера-
ции/ишемии

Terms after surgery/ischemia
Через 1 ч

After 1 hour
На 3-й день

On the 3rd day
На 7-й день

On the 7rd day
На 14-й день
On the 14 day

На 21-й день
On the 21 day

Контроль
Control 0.411 ± 0.009 0.417 ± 0.012 0.400 ± 0.015 0.408 ± 0.004 0.407 ± 0.018

После ишемии (опыт)
After ischemia (experiment) 0.415 ± 0.012 0.373 ± 0.009* 0.389 ± 0.008 0.439 ± 0.005*** 0.403 ± 0.011
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К 14-му дню постишемического периода активность vWF у крыс, перенесших
ишемию, относительно значений у ложнооперированных животных оставалась
повышенной (170.4 ± 8.1 и 139.7 ± 3.8% соответственно, p = 0.0182, U = 42.0), что
указывает на сохраняющуюся дисфункцию эндотелия (рис. 2). Наряду с этим отмече-
но повышение Ht (0.439 ± 0.005 по сравнению с 0.408 ± 0.004 в контроле, p = 0.0009,
U = 2.0), Сосудистая стенка играет важную роль в обеспечении гемостатических
реакций [32]. Увеличение Ht может отражать обнаруженное нами ранее в этот от-
резок постишемического периода усиление гемокоагуляционных процессов [9].
Гиперкоагуляция является следствием функциональной несостоятельности эндо-
телия в результате возникновения дисбаланса синтезируемых протромбогенных и
антитромбогенных сосудистых факторов [7].

К 21-му дню постишемического периода активность vWF составляла 147.1 ± 9.0% и
достоверно не отличалась от значений у ложнооперированных крыс (136.9 ± 10.1%), хо-
тя и превышала референсные значения (рис. 2). Эти данные подтверждаются рабо-
той [33], в которой указывается, что после острой стадии цереброваскулярных за-
болеваний значения vWF постепенно уменьшались к 3-й неделе.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, анализ изменения активности vWF как одного из общепризнан-
ных маркеров эндотелиальной дисфункции, связанной с дисбалансом выработки
эндотелием веществ с анти- и прокоагулянтой активностью, показал, что одно-
кратная 12-минутная ишемия/реинфузия головного мозга на фоне гипотензии
приводит к развитию сосудистой эндотелиальной дисфункции, сохраняющейся на
протяжении 14 дней после ишемии.

Увеличение активности маркера проявляется уже через 1 ч после перенесенной
ишемии/реинфузии. К 3-му дню постишемического периода концентрация vWF в
плазме крови уменьшается, как мы полагаем, в результате разбавления крови за
счет поступления в кровеносное русло интерстициальной жидкости, о чем свиде-
тельствует снижение Ht. Через 7 дней после ишемии отмечается резкое увеличение
активности vWF, указывающее на нарастание тяжести эндотелиальной дисфункции.
В дальнейшем активность vWF постепенно снижается, в результате чего к 21-му дню
постишемического периода значения активности vWF достигают контрольных,
что может указывать на снижение степени эндотелиальной дисфункции. Таким
образом, vWF можно использовать в эксперименте в качестве теста для быстрого
определения функциональных нарушений эндотелия.
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The Von Willebrand Factor Activity in Rats after Short-Term Cerebral Ischemia

V. N. Shuvaevaa, * and O. P. Gorshkovaa

aPavlov Institute of Physiology of the Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia
*e-mail: shuvaevavn@infran.ru

The von Willebrand factor (vWF) is a recognized marker of endothelial dysfunction as-
sociated with an imbalance in endothelial production of substances with procoagulant
activity. vWF activity and hematocrit index in Wistar rats after 12 min occlusion of both
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carotid arteries with simultaneous controlled hypotension to 45 ± 3 mm Hg, was investi-
gated. Post-ischemic changes were evaluated in 5 groups of rats: 1 hour and 3, 7, 14 and
21 days after ischemia. An increase in the activity of vWF was manifested as early as
1 hour after ischemia. By the 3rd day of the post-ischemic time, the concentration of
vWF in the blood plasma decreased as a result of hemodilution, as evidenced by hemato-
crit decrease. After 7 days there was a sharp increase in the activity of the marker. In the
future, the activity of vWF decreased and by 21 days after ischemia, the values of the
vWF activity reached values in control rats. It was established that cerebral ischemia led
to the development of vascular endothelial dysfunction associated with an imbalance of
endothelial production of substances with procoagulant activity, which persists for
14 days after ischemia.

Keywords: cerebral ischemia, von Willebrand factor, endothelial dysfunction
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